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(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Diagnose von ubertragbaren spongiformen Enzephalopathien durch Nachweis von in vi- 
tro Immunreaktionen zwischen bekannten Antikb'rpern und einem Antigen eines Prion-Proteins, wobei in einer ersten Stufe das 
Prion-Protein (PrP) enzymatisch in ein Segmentgemisch zerlegt wird und die Antikorper voneinander getrennt dem Segmentge- 
misch ausgesetzt werden, so dass die Antikorper durch Messung der Immun-Reaktionskomplexe den unterschiedlichen Segmenten 
des Segmentgemisches zugeordnet werden konnen und dass in einer zweiten Stufe das Prion-Protein (PrP) einer zu untersuchenden 
Probe in einen normalen benignen Typus (Prp b ) und in einen pathologischen malignen TVpus (Prp" 1 ) separiert wird. 
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Verfahren zur Diagnose von iibertragbaren spongif ormen En- 
zephalopathien 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose von uber- 
-tragbaren spongiformen Enzephalopathien durch Nachweis von in 
vitro Immunreaktionen zwischen bekannten Antikorpern und ei- 
nem Antigen eines Prion-Proteins . 

Die iibertragbaren oder Transmissiblen Spongiformen Enzephalo- 
pathien (engl. transmissible spongiform encephalopathies = 
TSE) sind todlich verlaufende neurodegenerative Krankheiten, 
die eine Vielzahl von Saugetieren befallen konnen. 

Die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) ist eine neuro- 
degenerative Krankheit von Rindern und ist verwandt mit 
"Scrapie" von Schafen und Ziegen und der Creutzf eldt- Jakob- 
Krankheit bei Menschen. Das sogenannte Prion-Protein (PrP) , 
ein in Eukaryonten verbreitetes Glykol-Protein, spielt eine 
zentrale Rolle in der Pathogenese dieser Krankheiten. 

Das PrP kommt in einer normalen, benignen zellularen Form 
(PrP b ) und in einer pathologischen malignen Form (PrP m ) vor, 
die sich durch die Konf ormation, d. h. durch ihre Raumstruk- 
tur, unterscheiden. Als Faltungssegmente weist das normale 
Prion-Protein (PrP b ) a-Helix-Segmente und p-Faltblatt- 
Segmente (p-sheets) auf f die (iber y~Segmente miteinander ver- 
bunden sind. Bei dem pathologischen Prion-Protein (PrP 111 ) sind 
durch Mutation die a-Helix-Segmente in p-Faltblatt-Segmente 
bzw. p-sheets umgewandelt. 
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Es sind eine Anzahl von Antikdrpern bekannt, die in der Lage 
sind, Prionen bzw. Prion-Proteine zu binden. 

Problematisch dabei ist zum einen, dass im kranken Rind so- 
wohl die normalen Prion-Proteine (PrP b ) als auch die patholo- 
gischen Prion-Proteine (PrP m ) vorkommen und zum anderen, dass 
beide von den bekannten Antikorpern gebunden werden. Dies be- 
deutet, dass z.Z. noch keine Separationsmoglichkeit der bei- 
den Typen voneinander vorliegt und aufterdem bisher keine de- 
finierte spezifische Zuordnung eines entsprechenden Antikor- 
pers moglich ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfah- 
ren anzugeben, bei dem eine exakte Identif ikation der Anti- 
korper hinsichtlich ihrer Spezif ikation (Ausf indigmachen der 
"Prion-Rezeptoren") und ihres Typs (wegen der Immobilisierung 
auf / und der Zugehorigkeit zum Bindungsprotein eines Bio- 
Sensors) . Weiterhin soli eine Separation von normalen Prion- 
Protein (PrP b ) und pathologischen Prion-Protein (PrP*) erfol- 
gen konnen, so dass eine spezifische Zuordnung der erkannten 
Antikbrper zum zugehorigen Prion-Protein (PrP) ermoglicht 
wird. 

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit dem Oberbegriff des An- 
spruch 1 dadurch geldst, dass in einer ersten Stufe das Pri- 
on-Protein (PrP) enzymatisch in ein Segmentgemisch zerlegt 
wird und die Antikorper voneinander getrennt dem Segmentge- 
misch ausgesetzt werden, so dass die Antikdrper durch Messung 
der Immun-Reaktionskomplexe den unterschiedlichen Segmenten 
des Segmentgemisches zugeordnet werden konnen, und dass in 
einer zweiten Stufe das Prion-Protein (PrP) einer zu untersu- 
chenden Probe in einen normalen benignen Typus (PrP*) und in 
einen pathologischen malignen Typus (PrP*) separiert wird. 

Durch die enzymatische Trennung wird vorteilhaft ermoglicht, 
dass die bekannten Antikorper, die getrennt bzw. einzeln dem 
Segmentgemisch ausgesetzt werden, durch Messung der Immun- 
Reaktionskomplexe den unterschiedlichen Segmenten des Seg- 
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mentgemisches zugeordnet werden konnen. Unter den richtigen 
Bedingungen (Temperatur, ph-Wert etc.) ergeben sich Immun- 
Reaktionen, die sich bei Einsatz eines Immun-Sensors, wie er 
aus der DE 199 00 119 C2 bekannt ist, in einem unterschiedli- 
chen Schichtdickenzuwachs Suftern (oder bei Einsatz einer E- 
lektrophorese in einer unterschiedlichen Bandenstruktur) . Die 
a-Helix-Segmente ergeben dabei durch ihre dreidimensionale 
Struktur eine groJJere Schichtdicke bzw. grofteren Immun- 
Komplex als die (J-Faltblatt-Segmente mit ihrer eher zweidi- 
mensionalen Auspragung. Damit ist die groftte Schicht den a- 
Helix-Segmenten zuzuordnen. Der zugehorige Antikorper ist da- 
mit festgelegt und tragt als Spezifitat einen "a-Rezeptor" . 
Der Typus des zugehdrigen Antikorpers, ein Immunglubolin-G- 
Antikorper (IgG a ), ist bekannt. Nach dem gleichen Ausschluss- 
verfahren kann mit den anderen bekannten AntikOrpern verfah- 
ren werden. 

Durch die Zuordnung der Antikorper zu den unterschiedlichen 
Segmenten des Segmentgemisches ist es nunmehr moglich, in der 
zweiten Stufe das Prion-Protein (PrP) der zu untersuchenden 
Probe in einen normalen benignen Typus (PrP b ) und in einen 
pathologischen malignen Typus (PrP m ) zu separieren. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird 
das Prion-Protein (PrP) mit dem Enzym Proteinase K in seine 
Faltungs-Segmente, namlich a-Helix-Segmente, p-Faltblatt- 
Segmente und y-Segmente zerlegt. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
erfolgt die Messung der Immun-Reaktionskomplexe liber eine 
Schichtdickenbestimmung eines Immun-Sensors, an dessen mono- 
molekulare TrSgerschicht eines Bindungsproteins der Antikor- 
per angekoppelt ist und dem Segmentgemisch ausgesetzt wird. 

Ein solcher Immun-Sensor, wie er aus der DE 199 00 119 C2 be- 
kannt ist, ermbglicht, dass nach einer Inkubationszeit ein 
durch Immun-Reaktionen zwischen dem Antikorper und dem Anti- 
gen verursachter Schichtdickenzuwachs der Protein-Antikorper- 
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Schicht durch ein ellipsometrisches Messverf ahren festge- 
stellt werden kann. 

Zur Bestimmung der a-Helix-Segmente wird dabei ein a- 
spezifischer Immunglobulin-G-Antikorper (IgG a ) genutzt. 

Allein die Erkennung des a-spezif ischen Immunglobulin-G- 
Antikorpers (IgG a ) kann jetzt schon zur Trennung von normalem 
Prion-Protein (PrP b ) und pathologischen Prion-Protein (PrP 111 ) 
dienen, setzt man auf dem Immunsensor immobilisierte IgG a ei- 
nem Prion-Protein-Gemisch aus. Denn es werden nur die norma- 
len Prion-Proteine (PrP 15 ) iiber ihre cc-Helix-Segmente an das 
IgG tt gebunden. 



GemafJ einer bevorzugten Ausf uhrungsform der Erfindung wird 
durch Anbindung des normalen Prion-Proteins (PrP b ) der zu un- 
tersuchenden Probe iiber dessen a-Helix-Segmente an die a- 
spezif ischen Immunglobulin-G-Antik6rper (IgG a ) das normale 
Prion-Protein (PrP b ) von dem pathologischen Prion-Protein 
(PrP" 1 ) separiert. Ober eine prozentuale Bestimmung des die 
normalen Prion-Proteine (PrP b ) wird die Probe als normal oder 
pathologisch klassif iziert . 

Mit dem bekannten IgG a lasst sich iiber die prozentuale Be- 
stimmung des PrP b /ml oder pi die Trennung des gesunden vom 
kranken Rind bereits erzielen, d. h. nach Ermittlung des 
EichmaiJes eines gesundes Rindes zu 100% entsprechend x • 
PrP b /ml wird jeder geringere Prozentsatz < 100% (abzuglich 
einer gewissen Messtoleranz) oder > als das Komplement zu 
100%, klassifizierbar von "infiziert" bis "krank". 

Gemafc einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dung wird zur Bestimmung von aus a-Helix-Segmenten umgewan- 
delten p-Faltblatt-Segmenten des pathologischen Prion- 
Proteins (PrP 10 ) ein p m -spezif ischer Immunglobulin-G- 
Antikorper (IgG p m ) genutzt. Durch den Inf izierungsmechanis- 
mus (Anderung der a-Helix-Faltung zum p-Sheet durch einen 
noch unbekannten Obertragungsmechanismus des PrP m auf PrP b ) 
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lasst sich nach dem geschilderten Verfahren ein p m - 
spezifisches Immunglobulin-G-Antikorper (IgG^ m ) finden, der 
zur direkten Bestimmung des pathologischen Prion-Proteins 
(PrP 111 ) genutzt werden kann. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung wird durch Anbindung des pathologischen Prion-Proteins 
(PrP 0 ) der zu untersuchenden Probe uber die umgewandelten p- 
Faltblatt-Segmente des PrP 10 an die p m -spezif isches Immunglo- 
bulin-G-Antikorper (IgG p m ) das pathologischen Prion-Protein 
(PrP 10 ) von dem normalen Prion-Proteine (PrP b ) separiert. In 
Abhangigkeit von dem Vorhandensein eines pathologischen Pri- 
on-Proteins (PrP 10 ) wird die zu untersuchende Probe als normal 
oder pathologisch klassif iziert . 

Durch die Bestimmung des p m -spezif ischen Immunglobulin-G- 
Antikorpers (IgGp m ) wird ermoglicht, das pathologische Prion- 
Protein (PrP m ) zu selektieren und uber einen mit dem Im- 
munglobulin-G-Antikorper ( IgG p m ) immobilisierten Immun-Sensor 
den direkten und eindeutigen und quantitativ exakten Nachweis 
von pathologischen Prion-Protein (PrP 111 ) bzw. von BSE zu fuh- 
ren. 

Aus der EP 0 861 900 Al ist bekannt, dass bei Inkubation mit 
Proteinase K das PrP c vollig verdaut, wahrend PrP Sc teilweise 
resistent bleibt, d.h. das N-terminale Ende fehlt, begleitet 
von einer Reduzierung des Molekulargewichts von 33-35 kDa auf 
27-30 kDa, was etwa einer Molekulargewichtsreduzierung von 
15-20 % entspricht. Die Existenz des resistenten PrP™ (ent- 
spricht PrP Sc ) legt dabei die Praferenz auf die Suche nach 
dem p-Rezeptor bzw. die Identif ikation des IgGp wird vorgezo- 
gen. 

Die nicht unerhebliche Molekulargewichtsreduzierung wirkt 
sich dabei positiv bei der oben beschriebenen Verwendung ei- 
nes Immun-Sensors aus, da sie sich in einer entsprechenden 
SchichtdickengrofJenanordnung darstellen lasst. 
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Fur einen solchen Immun-Sensor spricht die eindeutige Zuord- 
nungsfahigkeit von Schichtdickenzuwachs zum gebundenen Ob- 
jekt, weil sich aufgrund der auf dem Sensor-Trager vorgegebe- 
nen Bedingungen eine monomolekulare Schicht des Zielobjekts 
ausbildet. Weiter ergibt sich ein flexibles Handling bezug- 
lich der Anwendungsobjekte, d.h. es sollte nur eine immunspe- 
zifische Beziehung zwischen immobilisiertem Antikorper und 
gesuchtem Zielobjekt existieren, wobei z.B. bei Screening- 
Tests das Nichtvorhandensein des Zielobjekts eine genauso 
wertvolle Aussage sein kann. Genau diese sozusagen binare 
Aussagefahigkeit (ja Oder nein) , verbunden mit der direkten 
aber auch quantitativen und quantif izierbaren Werteermittlung 
(uber Schichtdicke -> MolekulgroJie -> Identif ikation des Ob- 
jekts, u.v.m.) macht es zu einem wertvollen Diagnostik-Tool: 
Schnell, ohne grofcen Aufwand, damit kostengunstig Herstell- 
und verfugbar und beispielsweise als BSE-Schnelltest mobil 
einsetzbar . 



Das erfindungsgemafie Verfahren ist uber BSE und TSE hinaus 
auch ganz allgemein fur vergleichbare Anwendungsbereiche in 
der Protein-Analyse geeignet. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Diagnose von ubertragbaren spongiformen 
Enzephalopathien durch Nachweis von in vitro Immunreaktionen 
zwischen bekannten Antikorpern und einem Antigen eines Prion- 
Proteins, dadurch gekennzeichnet, dass in einer ersten Stufe 
das Prion-Protein (PrP) enzymatisch in ein Segmentgemisch 
zerlegt wird und die AntikGrper voneinander getrennt" dem Seg- 
mentgemisch ausgesetzt werden, so dass die Antikorper durch 
Messung der Immun-Reaktionskomplexe den unterschiedlichen 
Segmenten des Segmentgemisches zugeordnet werden konnen, und 
dass in einer zweiten Stufe das Prion-Protein (PrP) einer zu 
untersuchenden Probe in einen normalen benignen Typus (PrP b ) 
und in einen pathologischen malignen Typus (PrP 10 ) separiert 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Prion-Protein (PrP) mit dem Enzym Proteinase K zerlegt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Prion-Protein (PrP) in seine Faltungssegmente, 
a-Helix-Segmente, p-Faltblatt-Segmente und y-Segmente zerlegt 
wird. 

4. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Messung der Immun-Reaktionskomplexe 
uber eine Schichtdickenbestimmung eines Immunsensors erfolgt, 
an dessen monomolekulare Tragerschicht eines Bindungsproteins 
der Antikorper angekoppelt ist und dem Segmentgemisch oder 
der Probe ausgesetzt wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass zur Bestimmung der a-Helix-Segmente ein a- 
spezifischer Immunglobulin-G-Antikorper (IgG a ) genutzt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
durch Anbindung des normalen Prion-Proteins (PrP b ) der zu un- 
tersuchenden Probe tiber dessen or-Helix-Segment an die a- 
spezifischen Immunglobulin-G-Antikorper (IgG a ) das normale 
Prion-Protein (PrP b ) von dem pathologischen Prion-Protein 
(PrP*) separiert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
uber eine prozentuale Bestimmung des normalen Prion-Proteins 
(PrP b ) die Probe als normal oder pathologisch klassif iziert 
wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur Bestimmung von aus a-Helix-Segmenten 
umgewandelten (J-Faltblatt-Segmenten des pathologischen Prion- 
Proteins (PrP 111 ) ein (J m -spezif ischer Immunglobulin-G- 
Antikorper (IgG p m ) genutzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
durch Anbindung des pathologischen Prion-Proteins (PrP 01 ) der 
zu untersuchenden Probe tiber dessen umgewandelte (J-Faltblatt- 
Segmente an die (3 m -spezif ische Immunglobulin-G-Antik6rper 
(IgG p m ) das pathologische Prion-Protein von dem normalen Pri- 
on-Protein (PrP b ) separiert wird. 

10. ' Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
in Abhangigkeit von dem Vorhandensein eines pathologischen 
Prion-Proteins (PrP b ) die Probe als normal oder pathologisch 
klassifiziert wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Verfahren als Schnelltest zur Erken- 
nung von boviner spongiformer Enzephalopathie (BSE) genutzt 
wird. 
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Anmeidedatum verGffentllcht worden fet 

V VeroflentHchung, die gee Ig net 1st, etaen Pitorttfitsanspruch zwetfelhafl er- 
scnelnen zu tassen, Oder durch die das VerOffenttichungsdalum elner 
andsren Im RecherchenberlchI genannten Verdffentllchung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wte 
ausgefflhrt) 

'0 s Verofferdllchung, die sicft aut etne mOndfiche Often barung, 

etne Benutzung, etne AussteDung Oder andere MaBnahmen bezieht 

•P* Veroffentfichung, die vor dem Internal tonal en Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspruchien Prtorttfltsdatum veroflentDcht worden fet 



•T Spalere Veroffentlfchung, die nach dem IntemaUonalen Anmeidedatum 
Oder dem Prtoriiatsdatum veroflentDchl worden 1st und mil der 
Anmeldung ntehl kolfidtert sondem nur zum Verstandnte des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinztps Oder der tor zugrundeBegenden 
Theorie angegeben 1st 

•X* VeroflentHchung von besonderer Bedeutung die beanspruchte Erflndung 
Kann aQein aufgrund dJeser VeroflentHchung nfcht ate neu Oder aut 
ertlnderischer fatkjkelt beruhend betrachtet werden 

* Y* VeroffentQchung von besonderer Bedeutung die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als aut ertlnderischer Tatlgkeft beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerdffentOchung ml elner Oder mehreren anderen 
Veroffentllchungen (fieser Kategone In Verbtndung gebracht wtrd und 
diese Verbindung fur elnen Fachmann nahellegend 1st 
VeroflentHchung, die MltgOed derselben Patenttamilie 1st 
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